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The invention concerns a novel chromogenic medium for isolating Staphylococcus aureus, characterised in that it comprises in a 
culture medium of Staphylococcus aureus at least one of the following two chromogenic agents: S-bromo 6-chloro 3-indoxyl phosphate 
and 5-bromo 4-chloro 3-indoxyl glucoside and it further contains deferoxamine. 

(57)Abrege 

La present invention concern© un nouveau milieu chromogene destfnd a mettre en evidence Staphylococcus aureus, caracterise* en ce 
qu'il comporte dans un milieu de culture de Staphylococcus aureus au moins un des deux agents chromogenes suivants: 5-bromo 6-chloio 
Wndoxyl phosphate et 5-bromo 4-chloro 3-indoxyl glucoside, et qu'il contient en outre de la deferoxamine. 
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MILIEU CHROMOGENE DE DETECTION DE STAPHYLOCOCCUS AUREUS 

La pr&ente invention concerne un nouveau milieu chromog&ne destind a 
5 mettre en Evidence Staphylococcus aureus. 

Staphylococcus aureus est une bacterie dont la detection se rdv£le de plus 
en plus interessante car il s'agit de bactdries qui sont souvent port£es par des patients 
devant subir des so ins traumatiques, seringues, catheter, ou operations diverses. Dans 
ce cas, il existe un tits grand danger d'infection i terme des que ces patients entrent en 
10 soin. 

II s'agit done d'une bacterie pathogfcne mais qui, de plus en plus, est 
impliquSe dans des infections nocosomiales en milieux bospitaliers par exemple. 

De fait, la surveillance £pid£miologique des Staphylococcus aureus devient 
de plus en plus necessaire et se generalise. 

15 Le milieu classique de detection de Staphylococcus aureus dans le 

domaine clinique est un milieu mannitol-sel qui repose sur les caracteristiques de 
resistance au sel et d'acidification en presence du mannitoi. Ce test n'est pas tr£s 
satisfaisant, notamment pour ce qui conceme la sensibility et la specificite, ce milieu 
trfcs seiectif conduit i un nombre trop i\tv6 de faux n^gatifs et, par ailleurs, donne 

20 dgalement des faux positifs. De plus, la coloration des colonies provenant de 
I'acidification diffuse dans le milieu, ce qui ne facilite pas la lecture lorsque 
Techantillon n'est pas une culture pure et que les colonies isotees sont proches les unes 
des autres. 

La technique anterieure a d€)k suggeri l'utilisation de milieux aiternatifs, 
25 notamment utilisant la phosphatase comme caractere de detection de Staphylococcus 
aureus (Stevens DL et Jones C: Use of trehalose-mannitol-phosphatase agar to 
differentiate Staphylococcus aureus and Staphylococcus saprophytics. J. Clin. 
Microbiol. 20:977-980, 1984) avec par exemple un milieu contenant l'indicateur 
ph6nolphtal6ine phosphate. Cependant, ce milieu presente le dtfaut de dormer yne 
30 coloration diffusible qui pose probteme lorsque I'dchantillon n'est pas une culture pure 
et, comme dans le cas precedent, lorsque les colonies isolfes sont proches les unes des 
autres. 
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La presente invention repose sur 1'utilisation d'un milieu chromogene 
contenant deux agents chromogenes permettant d'obtenir un milieu sensible ne dormant 
pratiquement pas de faux ndgatifs pour S. aureus et permettant, en outre, de 
differencier S. aureus des autres especes telles que Streptococcus. 
5 Lorsque Ton indique qu*un milieu "ne donne pas" ou "pratiquement pas" de 

faux positifs ou de faux nlgatifs, il faut toujours entendre que c'est par rapport aux 
souches qui ont 6tg testes, il n'est pas possible d'etre totalement affirmatif car des 
souches atypiques ou mutantes peuvent apparaitre tous tes jours. 

Plus particulierement, invention conceme un milieu de detection de 
10 Staphylococcus aureus contenant a titre d'agent chromogene au moins un compose 
choisi panni : 

- le 5-bromo 6-chloro 3-indoxyl phosphate et 

- le 5-bromo 4-chloro 3-indoxyl glucoside 

dans un milieu de culture, et contenant en outre de la deferoxamine. 
15 De preference, on utilisera les deux composes chromogenes. Lorsque Ton 

utilise le 5-bromo 6-chloro 3-indoxyl phosphate sans le derive 5-bromo 4-chloro 3- 
indoxyl glucoside, alors on utilisera de preference une combinaison avec un substrat 
chromogene de la glucosidase, en general de type indoxyl glucoside. 

Lorsque Ton utilise le 5-bromo 4-chloro 3-indoxyl glucoside sans le 5- 
20 bromo 6-chloro 3-indoxyl phosphate, on utilisera de preference une combinaison avec 
un substrat chromogene de la phosphatase, en general de type indoxyl phosphate. 

Les milieux de culture de S. aureus sont connus et decrits notamment dans 
le manuel "OxoTd Unipath Limited", Wade Road, Basingstoke, Hampshire, RG24 
OPW, Angleterre. II peut s'agir, par exemple de "Nutrient Agar OxoTd CM3\ milieu 
25 essentiellement a base d'extraits de levure, de peptone et d'agar. 

Par "agent chromogene", on entend designer un compose qui change de 
couleur en presence d\ine souche detenninee, notamment sous Taction du systeme 
enzymatique de ladite souche. 

L'utilisation du milieu selon I'invention permet d'observer une coloration 
30 mauve du 5-bromo 6-chloro 3-indoxyl phosphate en presence de S. aureus alors que le 
5-bromo 4-chloro 3-indoxyl glucoside colore en bleu un grande nombre de souches de 
Streptococcus sans colorer Staphylococcus aureus. 

Ceci est tout a fait inattendu car la litterature indique que 5. aureus est p- 
glucosidase positive, comme de nombreuses souches de Streptococcus, ceci peut etre 
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verifie en utilisant par exemple du para-nitrophenyle P-glucoside. Or, on a fait 
l'observation surprenante que le 5-bromo 4-chloro 3-indoxyl glucoside colorait en bleu 
les souches de Streptococcus sans colorer les souches de Staphylococcus aureus, ceci a 
6t& verifie sur un grande nombre de souches hospitalises de S. aureus. 

5 Par ailleurs, la presence de la deferoxamine dans le milieu de culture selon la 

presente invention pennet d'inhiber la croissance de Staphylococcus epidermis sans 
inhiber Staphylococcus aureus, ce qui pennet de discriminer ces deux organismes. La 
concentration utiiis^e sera de preference comprise entre 0,010 et 0,100 g/1. 

Le milieu selon la presente invention peut egalement etre ameiiore en ajoutant 

10 Kin ou les deux chromogenes suivants : 

- 5-bromo 4-chloro 3-indoxyl galactoside et 

- 5-bromo 4-chloro 3-indoxyl glucuronide 

qui sont deux caracteres negatifs pour Staphylococcus aureus et permettent done de le 
differencier des souches positives pour ces chromogenes. 

15 Les milieux selon la presente invention contiendront, de preference, de 

0,01 a 0,500 g/1, notamment de 0,050 & 0,150 g/1 de 5-bromo 6-chJoro 3-indoxyl 
phosphate, de preference de 0,010 k 0,200 g/1 de 5-bromo 4-chloro 3-indoxyl 
glucoside, de preference de 0,010 & 0,200 g/1 de 5-bromo 4-chloro 3 -indoxyi 
galactoside, de preference de 0,010 a 0,200 g/1 de 5-bromo 4-chloro 3-indoxyl 

20 glucuronide. 

Un milieu prefer selon l'invention, qui pennet de differencier les 
Staphylococcus aureus par la coloration mauve des colonies, tandis que d'autres 
souches sont inhibees ou donnent des colonies incolores ou bleues, est le suivant : 



- Peptone et extrait de levure 50 g/1 
25 - 5-bromo 6-chIoro 3-indoxyl phosphate 0,100 gl 

- 5-bromo 4-chloro 3-indoxyl glucoside 0,050 g/1 

- 5-bromo 4-chloro 3-indoxyl galactoside 0,050 g/1 

- 5-bromo 4-chloro 3-indoxyl glucuronide 0,050 g/1 

- Deferoxamine 0,050 g/1 
30 - Agar 15 g/1 



D'autres caracteristiques et avantages de la presente invention apparaitront 
k la lecture des exemples ci-apres : 
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EXEMPLES 

Afm de mettre en evidence l'interet de l*utillsation de 5-bromo 6-chIoro 3- 
indoxyl phosphate pour la mise en Evidence de S. aureus on le compare ci-apres avec 
un meme type de chromogene phosphate, raais cette fois le 5-bromo 4-chloro 3- 
5 indoxyl phosphate. 

Les resultats sont indiques dans le tableau suivant 



Couleur des colonies apres 24 heures a 37°C 




Milieu A 


Milieu B 


S. aureus AR3916 


bleu 


mauve 


S. aureus AK3917 


incolore 


mauve 


S. aureus AR391Z 


bleu 


mauve 



Milieu A : Nutrient Agar Oxold CM3 28 g/1, 



5-bromo 4-chloro 3-indoxyl phosphate 0,050 g/1 
10 Milieu B : Nutrient Agar Oxold CM3 28 g/1, 

5-bromo 6-chloro 3-indoxyl phosphate 0,050 g/1 

On constate que bien que les deux chromogenes soient excessivement 
voisins, le substrat 5-bromo 6-chloro 3-indoxyi phosphate permet d'e*carter des faux 
negatifs sur la souche AR 3917 par rapport au denve" correspondant 5-bromo 4-chloro. 

15 
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REVINDICATIONS 

1) Milieu de detection de Staphylococcus aureus, caract6ris6 en ce qu'il 
comporte dans un milieu de culture de Staphylococcus aureus au moins un des deux 

5 agents chromogenes suivants : 

- 5-bromo 6-chloro 3-indoxyl phosphate et 

- 5-bromo 4-chloro 3-indoxyl glucoside. 
et qu'il contient en outre de la deferoxamine. 

2) Milieu selon la revendication 1, caractense en ce qu'il contient les deux 
1 0 agents chromogenes. 

3) Milieu selon Tune des revendications 1 et 2, caracteris£ en ce qu'il 
comporte, en outre, au moins Tun des deux agents chromogenes suivants : 

- 5-bromo 4-chloro 3-indoxyl galactoside et 

- 5-bromo 4-chloro 3-indoxyl glucuronide. 

15 4) Milieu selon I'une des revendications 1 a 3, caractensS en ce qu'il 



contient : 

- Peptone et extrait de levure 50 grt 

- 5-bromo 6-chloro 3-indoxyl phosphate 0,100 gl 

- 5-bromo 4-chloro 3-indoxyl glucoside 0,050 g/l 
20 - 5-bromo 4-chloro 3-indoxyl galactoside 0,050 g/1 

- 5-bromo 4-chloro 3-indoxyl glucuronide 0,050 g/l 

- Deferoxamine 0,050 g/l 

- Agar 15 g/l 
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